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Analisa Kekerabatan Buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) berdasarkan 
Gen Cytochrome C Oxidase subunit I dengan Menggunakan                   
Metode Polymerase Chain Reaction 
 
ABSTRAK 
 
Buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) merupakan jenis buaya air tawar 
yang dilindungi keberadaannya di Indonesia. Penelitian mengenai analisa 
kekerabatan antar individu buaya Senyulong menggunakan DNA mitokondria 
(mtDNA) pada gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 (COI) perlu dilakukan demi 
mendukung upaya pelestariannya. Gen COI berukuran 479 bp diperoleh dari 3 
sampel darah buaya Senyulong setelah melalui tahap isolasi DNA dan amplifikasi 
dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan sepasang primer 
forward (HMD_F) 5’-GCT TTT CTC CGC TTT CAT CG -3’ dan reverse 
(HMD_R) 5’-CCC ATA TAC CCG AAT GGT TC-3’. Sekuens yang diperoleh dari 
amplifikasi gen COI dianalisa untuk memperlihatkan kekerabatan antar sampel 
individu (intraspesies), lalu dibandingkan dengan Gharial (Gavialis gangeticus) 
dan buaya Irian (Crocodylus novaeguineae) (interspesies) menggunakan program 
BioEdit®, Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) dari NCBI, dan program 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA). Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa kekerabatan buaya Senyulong yang berada di Predator Fun Park (PFP) kota 
Batu Jawa Timur berhasil dideskripsikan berdasarkan Gen COI (Cytochrome C 
oxidase subunit 1) secara intraspesies maupun interspesies. Jarak genetik 
intraspesies sampel buaya Senyulong yang dibandingkan dengan sekuen gen COI 
buaya Senyulong database NCBI bernilai sama atau kurang dari 2%. Jarak genetik 
interspesies yang dibandingkan dengan Gharial (familia Gavialidae) bernilai 13% 
sampai 14,3%, sedangkan jika dibandingkan dengan buaya Irian (familia 
Crocodylidae) bernilai 15,7% sampai 16,4%. 
Kata kunci : Buaya Senyulong, mtDNA, COI, PCR 
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Senyulong Crocodyle (Tomistoma schlegelii) Relationship Analysis based on 
Cytochrome C Oxidase subunit I Gen by Using  
Polymerase Chain Reaction Method 
 
ABSTRACT 
 
 Senyulong crocodyle (Tomistoma schlegelii) is a freshwater crocodile 
protected by its existence. Research on the analysis of relationship between 
individual Senyulong crocodyle using mitochondrial DNA (mtDNA) in the 
Cytochrome C Oxidase sibunit 1 (COI) gene needs to be done in order to support 
conservation efforts. The 479 bp COI gene was obtained from 3 samples of 
Senyulong crocodyle blood after passing through the DNA isolation and 
amplification stages using Polymerase Chain Reaction (PCR) with forward primer 
(HMD_F) 5'-GCT TTT CTC CGT TTT CG CAT -3 ' and reverse ( HMD_R) 5'-
CCC ATA TAC CCG AAT GGT TC-3 '. Sequences obtained from COI gene 
amplification are analyzed for attempted kinship rates between individual samples 
(intraspecies), then compare with the Gharial (Gavialis gangeticus) and the New 
Guinea crocodyle (Crocodylus novaeguineae) (interspesies) using BioEdit®, Basic 
Search Aligment Search Tool (BLAST) from the NCBI, and the Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) program. The results showed that 
Senyulong crocodyle  relationship level located in Predator Fun Park (PFP) Batu 
city of East Java was successfully described by Genes COI (Cytochrome C oxidase 
subunit 1). The genetic distance intraspecies of Senyulong crocodyle samples 
compared with gene sequences of Senyulong crocodyle NCBI databases is equal or 
less than 2%. The genetic distance of the interspesies compared with the Gharial  
(Gavialidae family) is 13% to 14.3%, whereas when compared to Irian crocodyle 
(Crocodylidae family) is 15.7% to 16.4%. 
 
Keywords : Tomistoma, mtDNA, COI, PCR 
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BAB I PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii ) merupakan jenis buaya air tawar 
bermoncong sempit dan panjang yang khas (longirostrine). Klasifikasi buaya ini 
masih dalam perdebatan. Penelitian tingkat molekuler menyatakan bahwa buaya 
Senyulong yang sebelumnya secara morfologi dikategorikan kedalam keluarga 
Crocodilidae, ternyata secara genetik memiliki kedekatan yang signifikan dengan 
buaya Gharial (Gavialis gangeticus) dari keluarga Gavialidae (Willis,  et al., 2007; 
Janke, et al., 2005).  Dilihat dari ukurannya, buaya ini merupakan salah satu yang 
terbesar setelah buaya Muara (Crocodylus porsus) dengan jantan mencapai panjang 
290-404 cm dan berat dengan kisaran 349 Kg. Habitat utama buaya Senyulong 
meliputi rawa gambut, danau, dan sungai. Persebaran buaya Senyulong saat ini 
meliputi Sumatra, Kalimantan, dan Jawa (Indonesia) serta Sarawak dan Malaysia 
Barat. Selain itu, buaya Senyulong secara historis tersebar di Thailand, namun sejak 
1970 tidak lagi ditemukan catatannya. Jenis ini juga pernah dikabarkan ada di 
Sabah, Sulawesi, dan Vietnam, tetapi tidak ada konfirmasi lebih lanjut tentang hal 
itu (Bezuijen, et al., 2010).  
Buaya Senyulong termasuk satwa yang dilindungi menurut Undang-Undang 
No 5 Tahun 1990 tentang Konservasi Sumber Daya Alam Hayati dan Ekosistemnya 
serta diatur dalam peraturan pemerintah PP 7/1999 tentang Pengawetan Jenis 
Tumbuhan dan Satwa. Secara global, IUCN (International Union for Concervation 
of Nature) mengkategorikan jenis ini ke dalam Vurnerable (rentan terhadap 
kepunahan) karena populasi di alam diperkirakan kurang dari 2.500-10.000 
individu dewasa serta  terjadi penurunan populasi sekitar 30% dalam 3 generasi 
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atau 75 tahun (satu generasi diasumsikan 25 tahun) akibat habitatnya yang 
terfragmentasi dalam 3 sampai 4 dekade terakhir (IUCN, 2014). Selain itu CITES 
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora and 
Fauna) menyatakan bahwa buaya Senyulong termasuk kedalam Appendix I yang 
berarti semua bentuk perdagangan untuk jenis ini dilarang (Bezuijen, et al., 2010).  
Berbagai upaya sedang dilakukan terhadap buaya Senyulong untuk 
meningkatkan populasi baik di alam (ex-situ) maupun di lembaga konservasi (in-
situ) agar terjaga keragaman genetiknya dari ancaman kepunahan. Captive breeding 
(in-situ) adalah upaya yang baik untuk menambah jumlah individu satwa yang 
terancam punah. Upaya ini turut dilakukan oleh salah satu lembaga konservasi di 
Indonesia yaitu Predator Fun Park (PFP) kota Batu, Jawa Timur. Buaya Senyulong 
di PFP yang berjumlah 3 ekor dalam jangka panjang akan dikembang biakkan 
(breeding) sehingga memenuhi fungsi lembaga konservasi yaitu menjaga 
keragaman hayati. 
 Pemahaman lebih lanjut tentang buaya Senyulong perlu dilakukan demi 
mendukung upaya pelestariannya. Beberapa penelitian telah dilaksanakan untuk 
memahami karakteristik buaya Senyulong baik dari aspek makro seperti persebaran 
dan tingkat populasi di alam (Bezuijen, et al., 2010), maupun secara biomolekuler 
seperti penentuan tingkat familia dilihat dari sisi genetiknya (Gatesy, et al., 2003). 
Penelitian secara biomolekuler masih sangat terbatas untuk buaya Senyulong 
sehingga perlu penelitian lebih lanjut tentang kekerabatan intraspesies (pada spesies 
yang sama) dan  interspesies (pada spesies berbeda). Penelitian kekerabatan 
intraspesies dan interspesies dapat dilakukan salah satunya dengan melihat sekuen 
gen di dalam DNA mitokondria (mtDNA) (Densmore and White., 1991).  
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Penggunaan mtDNA dalam menganalisa kekerabatan sangat lazim dilakukan. 
Hal ini dikarenakan mtDNA merupakan organel sel yang memiliki laju mutasi yang 
lebih tinggi (5-10 kali) bila dibandingkan dengan DNA inti, selain itu mtDNA 
ditransmisikan melalui garis maternal antar generasi tanpa mengalami rekombinasi, 
sehingga seluruh molekul dapat dianggap sebagai satu unit genetik tunggal yang 
memiliki banyak alel (DiMauro, 2011). Salah satu gen dari mtDNA yang dapat 
digunakan sebagai parameter analisa kekerabatan yaitu Cytochrome c oxidase 
subunit 1 (COI). Beberapa karakteristik COI yang menjadi pertimbangan dalam 
penggunaannya yaitu memiliki ukuran yang relatif pendek yaitu sekitar 648 bp, 
relatif stabil sehingga tidak mudah mengalami perubahan bila dibandingkan dengan 
gen-gen mitokondria sejenis, variabilitas rendah (1-2%), memiliki jumlah kopi 
yang banyak sehingga mudah diamplifikasi dibandingkan dengan gen-gen yang 
berasal dari inti sel (Zein dan Prawiradilaga, 2013). Selain itu gen COI belum 
pernah digunakan sebagai gen pembanding kekerabatan pada buaya Senyulong. 
Gen-gen yang pernah digunakan sebagai pembanding adalah gen D-loop dan 
12SrRNA (Kaur and Ong, 2011) serta Cytochrome B (Kaur, et al., 2013). Setelah 
mengetahui kekerabatan intraspesies pada sampel, maka perlu pula dibandingkan 
secara interspesies. Sekuen gen interspesies yang dipakai adalah gen COI pada 
buaya Gharial (Gavialis gangeticus) dari familia Gavialidae dan buaya Irian 
(Crocodylus novaeguineae) dari familia Crocodilidae. Hal ini dilakukan untuk 
membuktikan pendapat Willis,  et al., ( 2007) dan Janke, et al., (2005) bahwa buaya 
Senyulong jika dilihat secara molekuler lebih dekat dengan familia Gavialidae 
daripada familia Crocodilidae. 
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Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini bertujuan untuk 
mempelajari kekerabatan buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) yang berada di 
Predator Fun Park (PFP) kota Batu Jawa Timur secara intraspesies dan interspesies 
berdasarkan sekuen gen COI (Cytochrome C Oxidase sibunit 1) pada DNA 
Mitokondria menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). 
1.2 Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 
Bagaimana kekerabatan buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) yang 
berada di Predator Fun Park (PFP) kota Batu Jawa Timur secara intraspesies dan 
interspesies berdasarkan sekuen gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 (COI) dengan 
metode Polymerase Chain Reaction (PCR)? 
1.3 Batasan Masalah 
1. Sampel yang digunakan adalah darah 3 ekor buaya Senyulong (Tomistoma 
schlegelii) masing-masing berusia 5-7 tahun (jantan), 10-12 tahun (betina), 
dan 15-20 tahun (jantan) yang berada di Predator Fun Park kota Batu, Jawa 
Timur. 
2. Gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 diisolasi dari darah buaya Senyulong 
menggunakan QIAamp® DNA Mini Kit (50). Pengambilan sampel darah 
dilakukan melalui sinus ventro-caudal dan sinus post-cranial (Willis,  et al., 
2007). 
3. Primer gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 didesain menggunakan gen 
Cytochrome C Oxidase sibunit 1 dari buaya Senyulong (Tomistoma 
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schlegelii) dengan kode akses AJ810455 menggunakan program Primer 
3plus. 
4. Amplifikasi gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 pada mtDNA buaya 
Senyulong dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) 
dengan menggunakan sepasang primer forward (HMD_F) 5’-GCT TTT 
CTC CGC TTT CAT CG -3’ dan primer reverse (HMD_R) 5’-CCC ATA 
TAC CCG AAT GGT TC-3’. 
5. Metode PCR dilakukan menggunakan mesin SensoQuest Thermocycler 
dengan program: predenaturasi 94˚C selama 3 menit, denaturasi 94˚C 
selama 30 detik, annealing 50,3˚C selama 30 detik, extension 72˚C selama 
satu menit, dan post extension 72˚C selama 7 menit. 
6. Sekuensing gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 dilakukan dengan metode 
Sanger sequencing (dideoxy sequencing) dengan menggunakan primer 
primer reverse (HMD_R) 5’-CCC ATA TAC CCG AAT GGT TC-3’. 
7. Analisa data dilakukan dengan mendeskripsikan perbedaan sekuen dan 
kekerabatan antar buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) di Predator Fun 
Park kota Batu Jawa Timur, buaya Gharial (Gavialis gangeticus) accession 
number NC_008241, dan buaya Irian (Crocodylus novaeguineae) accession 
number NC_015651, menggunakan program BioEdit®, Basic Local 
Aligment Search Tool (BLAST) dari NCBI serta program MEGA versi 
7.026. 
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1.4 Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah : 
Mengetahui kekerabatan buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) yang 
berada di Predator Fun Park (PFP) kota Batu Jawa Timur secara intraspesies dan 
interspesies berdasarkan sekuen gen Cytochrome C Oxidase sibunit 1 (COI) dengan 
metode Polymerase Chain Reaction (PCR). 
1.5 Manfaat Penelitian 
Diharapkan penelitian ini bermanfaat dalam menyediakan informasi genetik 
berupa perpustakaan gen untuk keperluan konservasi buaya Senyulong (Tomistoma 
schlegelii) di tempat pengambilan sampel yaitu Predator Fun Park kota Batu, Jawa 
Timur.  
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Buaya Senyulong 
Buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) merupakan salah satu dari 23 spesies 
buaya yang masih bertahan hidup hingga saat ini. Populasi buaya Senyulong 
terbesar berada di dataran rendah pulau Sumatra dan Kalimantan. Populasi tertinggi 
di pulau Sumatra yaitu 0.18 dan 0.26 individu/km berada di Sumatra Selatan hingga 
Jambi (Bezuijen, et al., 2002 dalam Bezuijen, et al., 2010), sedangkan di kalimantan 
yaitu mencapai 1.4 individu/km terdapat pada Taman Nasional Tanjung Puting 
(Simpson, 2004 dalam Bezuijen, et al., 2010). Populasi buaya Senyulong yang 
tersisa di Sarawak dan Malaysia Barat dikonfirmasi pada tahun 2004 dengan 
keadaan terancam akibat kehilangan habitat asli dan kehadiran manusia pada daerah 
tersebut . Selain itu Populasi di Brunei Darussalam juga dilaporkan pada tahun 2005 
(Stuebing, et al., 2004, 2006 dalam Bezuijen, et al., 2010).  
Buaya Senyulong termasuk buaya dengan ukuran terbesar setelah buaya muara 
(Crocodylus porosus) dengan panjang jantan maksimum 290-404 cm dan berat 347 
Kg (Erickson, et al., 2012).  Secara morfologi buaya Senyulong memiliki kemiripan 
dengan Crocodylidae, namun ditinjau dari kajian molekuler buaya Senyulong 
memiliki kedekatan dengan dengan Gavialidae (Gavilis gangeticus atau buaya 
Gharial). Buaya Senyulong dewasa dan perbandingan morfologi kranial buaya 
Senyulong dengan buaya Gharial dan buaya Irian dapat dilihat pada Gambar 2.1 
dan Gambar 2.2.  
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Gambar 2.1 Morfologi buaya Senyulong  (Tomistoma schlegelii) 
 
Keterangan: a.  Buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) dewasa  
(Astani, et al., 2015).  
b. Morfologi kranial buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii)  
c. Morfologi kranial buaya Gharial (Gavialis gangeticus) 
(Museum of Natural History, 2018). 
 
  
 
 
Gambar 2.2  Morfologi kranial buaya Irian (Crocodylus novaeguineae) (Hall and 
Portier, 1994).  
Keterangan: a. Tampak dorsal 
 b. Tampak lateral 
 
a 
b 
c 
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Piras, et al. (2010); Gatesy, et al. (2003); dan Janke, et al. (2005) menjelaskan 
bahwa masih terjadi perdebatan mengenai penempatan buaya Senyulong dalam 
filogenetik berdasarkan analisis molekular dan analisis morfologi (Gambar 2.3). 
Analisis molekular menjelaskan bahwa terdapat kedekatan genetik antara buaya 
Gharial dan buaya Senyulong, namun analisa morfologi menjelaskan bahwa 
keseluruhan tengkorak buaya Gharial menunjukkan perbedaan yang signifikan jika 
dibandingkan dengan buaya Senyulong dan spesies buaya lainnya.  
 
 
Gambar 2.3 Penentuan familia buaya Senyulong berdasarkan mtDNA (a), DNA nukleus 
(b), kombinasi mtDNA dan DNA nukleus (c), dan secara morfologis (d) 
(Gatesy, 2003).  
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Menurut website ITIS (Interagency Taxonomic Information System) (2008), 
taksonomi buaya Senyulong adalah sebagai berikut : 
Kingdom  : Animalia 
Phylum  : Chordata 
Class   : Reptilia 
Ordo   : Crocodilia 
Familia   : Gavialidae 
Genus    : Tomistoma 
Species   : Tomistoma schlegelii (Müller, 1838) 
 
2.2 DNA Mitokondria (mtDNA) 
Mitokondria memiliki genomnya sendiri yang dikenal dengan DNA 
mitokondria (mtDNA). Berbeda dengan DNA nukleus, mtDNA merupakan 
molekul DNA rantai ganda yang berbentuk sirkuler (Gambar 2.4), ditransmisikan 
secara maternal, dan memiliki 16.569 base pair (bp) yang  terdiri atas 37 gen yaitu 
gen-gen penyandi rRNA 12S dan 16S, 22 tRNA, dan 13 protein sub unit (protein-
encoding region). Selain itu mtDNA juga memiliki urutan nukleotida non penyandi 
(non-coding region) yang disebut dengan daerah Displacement-loop (D-Loop). 
Keseluruhan DNA dan D-Loop pada mtDNA tersebar pada dua bagian yaitu light 
strand yang kaya dengan sitosin dan heavy strand yang kaya dengan guanin. 
Penamaan tersebut didasarkan pada kenyataan bahwa heavy strand memiliki berat 
molekul yang lebih besar dibandingkan dengan light strand (DiMauro, et al., 2006). 
Light strand terdiri dari 1 gen penyandi protein (ND 6) dan 8 gen penyandi tRNA 
(glutamic acid, proline, serine, cysteine, asparagine, alanine, tyrosine, dan 
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glutaminae). Heavy strand terdiri dari 12 gen penyandi protein (NADH 
dehydrogenase 1 /ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, COI, COII, COIII, 
Cytochrome-b, ATPase 6, dan ATPase 8), 2 gen penyandi rRNA (16 S dan 12 S), 
1 daerah bukan penyandi (dloop), dan 14 gen penyandi tRNA (DiMauro, et al., 
2006). Keunggulan mtDNA sebagai bahan penelitian tingkat molekuler yaitu 
karena mempunyai turunan yang tinggi (high copy number), mempunyai jumlah 
salinan sebesar  104 -103 molekul mtDNA /sel somatik. Ukuran mtDNA kecil 
sehingga dapat dipelajari secara utuh. Genom mtDNA memiliki laju evolusi 5-10 
kali lebih cepat dari DNA inti   (Sulandari dan Zein, 2009).   
 
Gambar 2.4 DNA Mitokondria (DiMauro, et al., 2006). 
  
2.3 Gen Cytochrome C Oxidase subunit 1 (COI) 
Cytochrome C oxidase merupakan DNA mitokondria yang terdiri atas 
Cytochrome c Oxidase Subunit I, II, dan III. Gen COI dipilih menjadi salah satu 
gen yang sekuennya digunakan dalam barcode (Handayani, 2008). Gen ini 
mempunyai sifat-sifat yang memenuhi persyaratan untuk digunakan dalam 
menentukan identitas sebuah spesies hampir semua binatang tingkat tinggi. Alasan 
dipilihnya COI sebagai kandidat gen analisa kekerabatan adalah panjang gen ini 
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relatif pendek yaitu sekitar 648 bp, relatif stabil tidak mudah mengalami perubahan 
bila dibandingkan dengan gen-gen mitokondria sejenis, sangat cocok untuk 
menentukan identitas sebuah spesies karena mempunyai variabilitas yang rendah 
(1-2%), bahkan untuk kelompok yang memepunyai kekerabatan sangat dekat hanya 
m empunyai perbedaan beberapa persen saja. Selain itu gen ini memiliki kopi yang 
banyak sehingga mudah diamplifikasi (Zein dan Prawiradilaga, 2013). Selain 
kelebihan-kelebihan tersebut diatas, diketahui bahwa belum ada penelitian lebih 
lanjut pada gen COI Senyulong (Tomistoma schlegelii) untuk mengetahui 
kekerabatannya. Penelitian yang sudah dilakukan pada lokus gen lainnya untuk 
mengukur kekerabatan pada buaya Senyulong yaitu gen D-loop dan 12SrRNA 
(Kaur and Alan H.K Ong, 2011) serta Cytochrome B. Hasil penelitian tersebut 
membuktikan bahwa secara moleekuler buaya Senyulong lebih dekat dengan 
Gavialidae daripada Crocodylidae (McAliley, et al., 2006).   
2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Munculnya Polymerase chain reaction (PCR) secara radikal telah mengubah 
ilmu biologi sejak pertama kali metode ini ditemukan (Mullis, 1990). Teknik ini 
banyak digunakan oleh dokter dan peneliti untuk mendiagnosis penyakit , kloning, 
penentuan urutan gen, dan penyusunan genom. Teknik PCR merupakan proses 
enzimatis sederhana namun sangat baik yang memungkinkan amplifikasi fragmen 
DNA (gen) tertentu dari kompleks DNA. PCR dapat dilakukan dengan 
menggunakan sumber DNA dari berbagai jaringan dan organisme, termasuk darah, 
kulit, rambut, air liur, dan mikroba. Sedikit saja fragmen DNA telah dapat 
menghasilkan cukup banyak salinan yang selanjutnya dapat digunakan untuk 
analisa. Metode PCR ini menggunakan enzim Taq Polymerase untuk 
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mengamplifikasi fragmen DNA. Hal ini dapat meningkatkan jumlah urutan DNA 
hingga 106 - 107 kali. Dalam satu siklus PCR, akan diperoleh 2n kali banyaknya 
DNA target (Garibyan dan Avashia, 2013). 
Keberhasilan reaksi PCR ditentukan oleh beberapa faktor yaitu, 
deoksiribonukleotida triphosphat (dNTP), oligonukleotida primer, DNA template 
(cetakan), komposisi larutan buffer, jumlah siklus reaksi, enzim yang digunakan, 
dan faktor teknis dan non-teknis lainnya, misalnya kontaminasi. Oligonukleotida 
primer (desain primer) memegang peranan penting untuk spesififisitas maksimal 
dan efisiensi PCR (Sasmito dkk., 2014). 
Primer yang baik ditentukan oleh beberapa karakter primer yang baik menurut 
Sasmito dkk. (2014) antara lain: Panjang primer berkisar 16-28 basa, Temperature 
melting (Tm) atau suhu leleh yang tepat untuk disosiasi dalam melepas ikatan, 
Temperature annealing (Ta) atau suhu penempelan yang stabil untuk berikatan 
dengan template DNA, selisih suhu leleh yang rendah dengan suhu maksimum 5°C 
agar tidak terjadi penururnan proses amplifikasi, GC Content atau jumlah total GC 
dalam satu untai primer yang berkisar 40% sampai 60%, karena basa G dan C 
memiliki tiga ikatan hidrogen sehingga dianggap lebih stabil dalam mengikat 
templat dibandingkan basa A dan T yang hanya memiliki 2 ikatan hidrogen, dan 
GC Clamp yaitu kondisi ujung 3’ pada primer memiliki basa GC agar hibridasi 
lebih stabil. 
2.4.1 Amplifikasi PCR 
Menurut Handoyo dan Ari (2000), dasar siklus PCR ada 30-35 siklus meliputi 
denaturasi (93-95°C) selama 30-90 detik, Annaeling (37-60oC) selama 30 detik 
untuk panjang primer 18-22 basa, dan Extension (72oC) dengan waktu tergantung 
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panjang fragmen DNA yang akan diamplifikasi. Menurut Widowati (2013), proses 
yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama yaitu denaturasi 
(pemisahan untai ganda DNA), annealing (penempelan primer) dan ekstensi 
(pemanjangan primer). Proses yang dimulai dari denaturasi, penempelan dan 
ekstensi disebut sebagai satu siklus. Produk PCR dapat langsung divisualisasikan 
melalui proses elektroforesis dan digunakan untuk analisis lebih lanjut. Produk PCR 
dipisahkan dengan elektroforesis gel yang diwarnai dengan editium bromida dan 
divisualisasikan dengan sinar ultraviolet. 
2.4.1.1 Denaturasi Untai Ganda DNA 
Denaturasi DNA adalah proses menjadikan DNA untai tunggal dari DNA untai 
ganda yang dibuka. Denaturasi awal ini dilakukan sebelum enzim taq polymerase 
ditambahkan. Denaturasi merupakan langkah yang kritis selama proses PCR. 
Pemisahan untai ganda DNA akan terjadi pada temperature tinggi di awal proses. 
Temperatur tahap ini berada pada kisaran 92-95oC. Suhu 94°C merupakan pilihan 
yang standar (Yusuf, 2010). 
Menurut Handoyo dan Ari (2000), Suhu denaturasi berbeda tergantung pada 
panjang fragmen DNA target. Suhu yang terlalu rendah menyebabkan proses belum 
sempurna, sedangkan suhu yang terlalu tinggi akan menurunkan aktivitas 
polimerase DNA yang berdampak pada efisiensi PCR. Waktu denaturasi yang 
terlalu pendek menyebabkan proses belum sempurna, sedangkan waktu denaturasi 
yang terlalu lama akan merusak template DNA dan sekaligus dapat menurunkan 
aktivitas polimerase DNA.  
Suhu denaturasi dipengaruhi oleh sekuen target pada untai ganda DNA, jika 
diperlukan suhu yang lebih tinggi jika sekuen target kaya akan Guanin-Sitosin. 
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Aktivitas enzim taq polimerase akan hilang atau berkurang aktifitasnya akibat suhu 
denaturasi yang terlalu tinggi dan waktu denaturasi yang terlalu lama. Waktu paruh 
aktivitas enzim taq polymerase adalah >2 jam pada suhu 92,5oC, 40 menit pada 
suhu 95oC dan lima menit pada suhu 97,5oC (Sulistyaningsih, 2007). 
2.4.1.2 Primer Annealing 
Primer annealing berkaitan dengan pengenalan suatu primer terhadap DNA 
target tergantung pada panjang untai, banyaknya kandungan GC, dan konsentrasi 
primer itu sendiri. Optimalisasi suhu yang digunakan dimulai dengan menghitung 
Temperature Melting (Tm) dari ikatan pada primer dan DNA template. Cara mudah 
menghitung bisa menggunakan rumus Tm = {(G+C)x4} + {(A+T)x2}. Suhu 
annealing biasanya 5°C di bawah Tm primer yang sebenarnya. Secara sederhana 
Tm dipengaruhi oleh DNA template, komponen buffer, dan konsentrasi primer 
(Sasmito dkk., 2014). 
Panjang primer berkaitan dalam penentuan waktu untuk proses annealing. 
Panjang primer 18-22 basa membutuhkan waktu 30 detik, sedangkan untuk panjang 
primer lebih besar dari 22 basa membutuhkan waktu annealing 60 detik. Suhu 
annealing secara umum yang digunakan berkisar antara 37-600C. Pemilihan suhu 
annealing berkaitan dengan Tm primer yang digunakan untuk proses PCR. Suhu 
annealing yang digunakan dapat dihitung berdasarkan (Tm-5)0C sampai dengan 
(Tm+5)0. Keberhasilan suatu proses PCR ditentukan oleh eksperimen dalam 
menentukan suhu annealing yang digunakan serta perlu memperhatikan 
mispriming pada daerah target dan non-target (Handoyo dan Ari, 2000). 
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2.4.1.3 DNA Polymerase Extension 
Proses pemanjangan untai baru DNA terjadi pada proses ini, posisi primer yang 
telah menempel di urutan basa nukleotida DNA target akan 
bergerak dari ujung 5’ menuju ujung 3’ dari untai tunggal DNA. Proses 
pemanjangan atau pembacaan informasi DNA yang diinginkan sesuai dengan 
panjang urutan basa nukleotida yang ditargetkan. Pada tiap kilobase (1000bp) yang 
akan diamplifikasi memerlukan waktu 1 menit (Fatchiyah, 2008). 
Panjang fragmen DNA menentukan pemilihan waktu ekstensi primer yang 
akan diamplifikasi. Secara umum untuk mengamplifikasi setiap satu kilo basa DNA 
diperlukan waktu 30-60 detik. Proses ekstensi primer pada proses PCR selalu 
dilakukan pada suhu 72oC karena suhu tersebut merupakan suhu optimum 
polimerase DNA yang biasa digunakan untuk proses PCR (Handoyo dan Ari, 
2000). 
Siklus PCR terjadi rangkaian proses denaturasi (1), annealing (2), dan  elongasi 
(3) hingga terhitung siklus pertama selesai (4) (Gambar 2.5). Reaksi-reaksi 
tersebut diulangi lagi dari 25 – 30 kali (siklus) sehingga pada akhir siklus akan 
diperoleh molekul-molekul DNA rantai ganda yang baru dan merupakan hasil 
polimerasi dalam jumlah yang jauh lebih banyak dibandingkan dengan jumlah 
DNA cetakan yang digunakan. Banyaknya siklus amplifikasi tergantung pada 
konsentrasi DNA target dalam campuran reaksi (Yusuf, 2010). 
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Gambar 2.5 Skema satu siklus PCR (Garibyan and Avashia, 2013) 
 
2.5 Sekuensing DNA 
  Sekuensing DNA dilakukan untuk mengetahui urutan basa nukleotida 
suatu fragmen DNA (Widowati, 2013). DNA dapat diurutkan dengan prosedur 
kimia dengan menghancurkan molekul DNA yang diberi label pada sebagian 
pengulangan basis. Panjang fragmen yang berlabel merupakan identifikasi dari 
posisi dasar tersebut. Metode ini menggambarkan reaksi yang membelah DNA 
secara khusus pada Guanin, Adenin, Sitosin dan Timin, dan Sitosin itu sendiri. Bila 
produk dari keempat reaksi ini diproses secara elektroforesis pada gel 
poliakrilamida untuk melihat berdasarkan ukuran, urutan DNA dapat dibaca dari 
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pola pita radioaktif. Teknik Sequencing DNA pada metode ini diaplikasikan paling 
tidak untuk 100 basis dari titik pelabelan. Reagen spesifik purin adalah dimetil 
sulfat; dan pereaksi spesifik pirimidin adalah hidrazin (Kumar, 2012). 
Metode yang umum digunakan adalah metode Sanger sequencing (dideoxy 
sequencing)  (Gambar 2.6). Proses awal metode ini menggunakan satu primer 
dengan tambahan dideoxynukleotide yang dilabel fluorescent. Warna fluorescent 
berbeda untuk setiap basa, oleh karena itu urutan basa suatu DNA yang tidak 
diketahui bisa ditentukan (Widowati, 2013). 
Prinsip utama Sanger sequencing (dideoxy sequencing) adalah penggunaan 
trifosfat dideoxynucleotide (ddNTPs) sebagai terminator rantai DNA (Gambar 
2.5). Metode penghentian pemanjangan untai rantai DNA membutuhkan templat 
DNA beruntai tunggal, primer DNA, DNA polimerase, radioaktif atau fluoresen 
dengan label nukleotida, dan nukleotida termodifikasi. Sampel DNA dibagi 
menjadi empat urutan reaksi terpisah yang mengandung keempat standar 
deoxynucleotides (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) dan DNA polimerase. Setiap reaksi 
hanya ditambahkan satu dari empat dideoxynucleotide (ddATP, ddGTP, ddCTP, 
ddTTP) yang merupakan rantai yang menghentikan nukleotida. Fragmen DNA 
yang baru disintesis dan diberi label dan dipisahkan oleh ukuran dengan 
elektroforesis gel pada gel polyacrylamide-urea denaturing dengan masing-masing 
dari empat reaksi berjalan di salah satu dari empat jalur individu (jalur A, T, G, C), 
pita DNA saat itu divisualisasikan dengan autoradiografi atau sinar UV, dan urutan 
DNA dapat dibaca secara langsung pada film sinar-X atau gambar gel. Sebuah band 
gelap di jalur menunjukkan fragmen DNA yang merupakan hasil dari penghentian 
rantai setelah penggabungan dideoxynucleotide (ddATP, ddGTP, ddCTP, atau 
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ddTTP). Posisi relatif dari pita yang berbeda di antara keempat jalur tersebut 
kemudian digunakan dan dibaca (dari bawah ke atas) sesuai urutan DNA (Gatc-
biotec.com, 2017). 
Variasi teknis sekuensing pemutusan rantai termasuk pemberian tag dengan 
nukleotida mengandung fosfor radioaktif untuk pelabelan, atau menggunakan 
primer yang diberi label pada ujung 5 'dengan pewarna fluoresen. Sekuensing 
pewarna primer memudahkan pembacaan dalam sistem optik agar lebih cepat, 
mudah dianalisis, dan lebih ekonomis. Metode penghentian rantai sangat 
mempermudah sekuensing DNA. Keterbatasan pengikatan primer yang tidak 
spesifik terhadap DNA mempengaruhi pembacaan urutan DNA secara akurat dan 
struktur sekunder DNA (Gatc-biotec.com, 2017). Panjang sekuen yang dihasilkan 
berkisar antara 1.0001.200 pasang basa (bp) dan tidak mampu mencapai lebih dari 
2.000 bp (Obenrader, 2003).   
 
 
Gambar 2.6 Skema metode Sanger sequencing (dideoxy 
sequencing)(onlinebiologynotes.com, 2018) 
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BAB 3  KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
3.1 Kerangka Konseptual 
Analisa kekerabatan pada buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) secara 
genetik merupakan kajian yang perlu ditinjau lebih lanjut mengingat kurangnya 
informasi tentang hal ini. Gen COI (Cytochrome C Oxidase subunit 1) pada DNA 
mitokondria masih belum dikaji sebagai parameter analisa kekerabatan buaya 
Senyulong baik intraspesies maupun interspesies. Perlu kajian kualitas pada gen 
COI karena memiliki potensi yang baik. Potensi itu dapat dilihat dari letaknya yang 
berada di DNA mitokondria, diturunkan secara maternal, secara historis memiliki 
sifat yang stabil, dan variabilitasnya yang rendah (1-2%). Homologi dan analisa 
secara kualitatif dilakukan pada Sekuen gen COI yang didapatkan (menggunakan 
metode Polymerase Chain Reaction /PCR dan  pembacaan menggunakan metode 
Sanger sequencing) untuk melihat kemampuannya dalam mengukur jarak 
kekerabatan buaya Senyulong secara intraspesies dan interspesies. Kekerabatan 
intraspesies dilihat dengan membandingkan sekuen gen COI pada 3 sampel 
senyulong Predator Fun Park  kota Batu Jawa Timur dan  satu sekuen gen COI 
buaya Senyulong dari gen bank NCBI dengan kode akses  AJ810455. Kekerabatan 
interspesies dilakukan dengan membadingkan sekuen gen COI pada 3 sampel 
buaya Senyulong, sekuen buaya Senyulong dari gen bank NCBI dengan kode 
akses  AJ810455, buaya Gharial (Gavialis gangeticus) dengan kode 
akses  NC_008241, dan buaya Irian (Crocodylus novaeguineae) dengan kode akses  
NC_015651. Bagan kerangka konseptual dapat diamati pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Bagan Kerangka Konseptual 
 
 
Analisa genetik untuk mengkaji jarak 
kekerabatan pada buaya Senyulong masih 
sangat minim.  
 
Belum ada kajian mengenai gen COI pada DNA mitokondria 
sebagai parameter analisa kekerabatan intraspesies maupun 
interspesies pada buaya Senyulong 
Sekuens Gen COI  DNA 
mitokondria buaya 
Senyulong 
Homologi      
Gen COI 
Analisa 
kualitatif 
Kekerabatan intraspesies = 
3 sampel buaya Senyulong 
Kekerabatan intraspesies =                 
3 sampel buaya Senyulong, buaya 
Gharial, dan buaya Irian 
Gen COI berpotensi 
sebagai parameter 
analisa kekerabatan 
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3.2 Hipotesis Penelitian       
Hipotesis Penelitian ini adalah analisa sekuen gen COI (Cytochrome C 
Oxidase subunit 1) pada DNA mitokondria buaya Senyulong (Tomistoma 
schlegelii) dapat memperlihatkan jarak genetik intraspesies dan interspesies. 
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Pengambilan sampel darah buaya Senyulong dilakukan di Predator Fun Park 
kota Batu, Jawa Timur. Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) untuk persiapan bahan dan 
Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya Malang untuk pemesanan primer,  
Laboratorium ADD (Animal diagnostic desease) untuk pelaksanaan PCR, dan 
Laboratorium Genetika Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 
(UIN) Maliki Ibrahim Malang untuk Uji kuantitas DNA. Penelitian ini dilaksanakan  
pada bulan Desember 2017- Maret 2018. 
4.2 Pemilihan Sampel Buaya Senyulong 
Buaya Senyulong yang digunakan berasal dari Predator Fun Park kota Batu, 
Jawa Timur. Tidak diketahui hutan  asal buaya tersebut (Sumatra, Kalimantan, atau 
Malaysia). Identitas sampel dapat dilihat pada Tabel 4.1.  
Tabel 4.1 Informasi Indvidu Sampel Buaya Senyulong 
No Nama Umur 
(Tahun) 
Jenis 
Kelamin 
Asal Simbol 
1 Petruk 15-20 Jantan     - B1 
2 Jerry 10-12 Betina     - B2 
3 Aqua   5-7 Jantan     - B3 
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4.3 Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian antara lain disposable syringe, 
sarung tangan, masker, ice box, kertas label, tabung EDTA, microsentrifuge tube 
(1,5 mL), micro PCR tube (200 µl), mikropipet, white tip, yellow tip, mesin vortex, 
sentrifugator, mesin penangas, inkubator, freezer, timbangan analitik digital, 
thermocycler, mesin sequencing, komputer, Bio Step UV-Transilluminator DH-40, 
AE-Nano200 Nucleic Acid Analyzer®, Mupid-Exu Electrophoresis, kamera dan 
tisu. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu darah 3 ekor buya Senyulong 
(Tomistoma schlegelii) masing-masing berusia 5-7 tahun (Jantan), 10-12 tahun 
(betina), dan 15-20 tahun (jantan), QIAamp® DNA Mini Kit (50), ddH2O, primer 
forward (HMD_F) 5’-GCT TTT CTC CGC TTT CAT CG -3’ dan primer reverse 
(HMD_R) 5’-CCC ATA TAC CCG AAT GGT TC-3’, PCR mix (Promega GoTaq® 
Green Master Mix 2×), marker DNA 100 bp dan 1 kb, Tris Borat EDTA (TBE 1x), 
agarose 1% dan 1,7 %, loading buffer, ethanol absolut, alkohol  70%, aluminium 
foil, dan larutan etidum bromida (EtBr). 
4.4 Tahapan Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap. Pertama kali yaitu 
pemilihan dan emngambilan sampel yang dilakukan di Predator Fun Park Kota 
Bati, Jawa Timur. Didapatkan 3 ekor sampel darah buaya Senyulong (dua Jantan 
dan satu betina) yang diambil melalui sinus post-cranial dan sinus caudo-ventral. 
Sampel darah tersebut selanjutnya melalui tahap isolasi DNA serta dilaukan uji 
kualitatif dan kuantitatif pada isolat yang didapat. Setelah isolat dinilai baik maka 
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dilakukan tahap berikutnya yaitu amplifikasi gen target secara invitro dengan 
metode Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan primer yang telah 
didesain. Produk PCR yang didapat selanjutnya diuji secara kualitatif dan dilakuakn 
sekuensing DNA target sehingga dapat dilakukan analisa deskriptif pada hasil 
sekuensing tersebut. Bagan tahapan penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1. 
4.5 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian studi kasus yang dianalisa secara 
deskriptif, yaitu dengan mendeskripsikan hasil analisa data. Data diperoleh dari 
sekuen gen COI untuk merekonstruksi pohon filogenetik dalam menentukan 
kekerabatan intraspesies antara sampel buaya Senyulong, dan  interspesies antara 
sampel buaya Senyulong dengan buaya Gharial, dan buaya Irian. Sebanyak 3 
sampel darah yang diuji merupakan darah dari buaya Senyulong (Tomistoma 
schlegelii) sebanyak 2 cc setiap individu. Dilakukan isolasi DNA pada sampel 
darah tersebut kemudian diukur konsentrasinya dan kemurniannya menggunakan 
nanospektofotometer, dan ukuran fragmen DNA menggunakan elektroforesis gel 
agarose 1%. Setelah itu, sampel DNA diamplifikasi dengan PCR menggunakan 
sepasang primer forward dan primer reverse. Untuk mengetahui ukuran fragmen 
produk PCR diukur dengan elektroforesis gel agarose 1,7 %. Produk PCR 
kemudian disekuensing. Hasil sekuensing fragmen DNA kemudian dianalisis 
dengan menggunakan program BioEdit®, BLAST NCBI dan MEGA versi 7.026 
serta dianalisa secara deskriptif.  
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4.6 Prosedur Kerja 
4.6.1 Pengambilan Sampel Darah Buaya Senyulong 
Pengambilan darah pada buaya dilakukan setelah prosedur handling  dan 
restrain dilakukan. Lokasi pengambilan sampel darah dilakukan pada sinus post-
cranial (tepat di caudodorsal os occipital) dan sinus caudo-ventral (pada pangkal 
ekor bagian ventral) (Willis,  et al., 2007). Volume sampel darah yang diambil 
masing-masing sebanyak 2cc dari 3 individu buaya Senyulong. Sampel darah 
dimasukkan  ke dalam EDTA vacutainer tube dan di label sesuai nama individu 
buaya Senyulong. Sampel yang telah berada pada EDTA vacutainer tube kemudian 
disimpan di dalam ice box. 
4.6.2 Isolasi DNA 
Isolasi DNA dari sampel darah buaya Senyulong menggunakan QIAamp® 
DNA Mini Kit (50) mengikuti protokol isolasi DNA dari darah (Lampiran 2). 
Terdapat 3 langkah utama dalam isolasi DNA, yaitu perusakan dinding sel atau 
lisis, pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein serta pemurnian 
DNA. 
4.6.3 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA 
4.6.3.1 Uji Kuantitas DNA 
Uji kuantitas DNA hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan mesin AE-
Nano200 Nucleic Acid Analyzer®. Blanko yang digunakan adalah ddH2O. ddH2O 
diteteskan langsung diatas pedestal submicroliter cell sebanyak 1µL, selanjutnya 
absorbansi blanko diukur dengan  menekan tombol blank setelah lid (penutup) 
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ditutupkan. Panjang gelombang yang digunakan adalah 260 nm dan 280 nm. 
Sebanyak 1 µL sampel diteteskan diatas pedestal submicroliter cell yang telah 
dibersihkan. Lid ditutup diatas sampel yang telah diteteskan dan ditekan tombol 
sample kemudian ditunggu hingga hasilnya keluar di layar monitor (Nanodrop 
Technologies, 2007). 
4.6.3.2 Uji Kualitas DNA 
Uji kualitas isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan gel elektroforesis 
agarose 1% dengan tujuan untuk mengetahui regio DNA target yang menjadi 
cetakan untuk gen COI. Uji kualitas DNA dilakukan dengan menggunakan mesin 
Mupid-Exu Electrophoresis. Cetakan agarose dibersihkan dan diletakkan secara 
horizontal, selanjutnya dipanaskan TBE 1x dengan volume 15 ml dan gel agarose 
1% (0,15 g) hingga mendidih atau agarose larut. Menurut Fatchiyah dkk., (2008) 
campuran selanjutnya ditambahkan larutan EtBr sebanyak 1μl dan didinginkan 
(tidak sampai memadat), kemudian disiapkan sisir dan plate untuk membentuk 
sumuran. Campuran agarose, TBE 1x dan EtBr kemudian dituangkan ke dalam 
cetakan dan dipastikan tidak terdapat gelembung udara di area sisir yang digunakan. 
Gel didiamkan selama 20-30 menit pada suhu kamar hingga memadat baru 
kemudian diambil sisir secara perlahan. Gel dengan sumuran yang telah terbentuk 
kemudian dimasukkan ke dalam chamber Mupid-Exu Electrophoresis. Kemudian 
larutan buffer elektroforesis (running TBE 1x) dituangkan kedalam chamber 
hingga menutupi seluruh bagian gel. Marker (DNA ladder) dan loading dye (1:1) 
dimasukkan ke dalam salah satu sumuran. Campuran larutan loading dye dan DNA 
(1:1) kemudian dimasukkan kedalam sumur selanjutnya. Chamber dihubungkan 
dengan power supply dan dinyalakan dengan tegangan 100 volt selama 30 menit. 
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Setelah running gel elektroforesis selesai arus listrik diputuskan dan gel diangkat 
dari chamber. Gel selanjutnya dipindahkan ke UV-transilluminator gel doc dan 
diamati hasilnya. Hasil didokumentasikan dan diekspos dengan gel doc imaging 
sehingga memudahkan analisis (Fatchiyah dkk, 2008). 
4.6.4 Desain Primer 
Primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA dengan teknik Polymerase 
Chain Reaction (PCR) di desain menggunakan NCBI Genebank : AJ810455.1. 
Primer forward dan primer reverse didapatkan melalui primer3plus dengan 
menggunakan data AJ810455.1 : 4884-6467 Tomistoma schlegelii partial 
mitochondrion (Lampiran 3). Sepasang sekuens primer yang didapatkan adalah 
primer forward forward (HMD_F) 5’-GCT TTT CTC CGC TTT CAT CG -3’ 
(start: 336; length : 20 bp; Tm : 54,5oC; GC : 50,0%) dan primer reverse (HMD_R) 
5’-CCC ATA TAC CCG AAT GGT TC-3’ (start: 796; length : 20 bp; Tm : 52,7oC; 
GC : 50 %) dengan target produk PCR 479 bp.  
4.6.5 Proses Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Sampel DNA dari buaya Senyulong diamplifikasi dengan menggunakan 
metode PCR. Sepasang primer yang digunakan adalah primer forward (HMD_F) 
dan reverse (HMD_R). Amplifikasi dimulai dengan cara mencampurkan 1µL 
DNA, 1µL primer forward 10pmol, 1µL primer reverse 10pmol, 5µL PCR mix dan 
2 µL ddH20 ke dalam mikrotube 200µL (PCR tube). Tahapan amplifikasi dimulai 
dari predenaturasi 940C selama empat menit, denaturasi 940C selama 30 detik, 
kemudian annealing pada suhu 50,30C selama 30 detik. Extension pada suhu 720C 
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selama 1 menit dan post extension pada 720C selama 7 menit. Proses akan berulang 
selama 35 siklus.  
4.6.6 Uji Kualitas Produk PCR 
Pengujian kuantitas produk PCR sama dengan  uji kuantitas isolat DNA 
yaitu  untuk menghitung kemurnian produk PCR gen COI dari darah buaya 
Senyulong. Pada dasarnya pengujian kualitas produk PCR sama dengan menguji 
kualitas isolat DNA. Sebanyak 3µL Produk PCR tersebut dipipet ke dalam sumur 
gel agarose 1,7% dengan TBE 1x pada voltase 100V, selama 30 menit. Kemudian 
didokumentasikan hasil eletroforesis dengan kamera digital pada UV-
transiluminator. 
4.6.7 Sekuensing DNA 
Sekuensing produk PCR dari gen COI dilakukan dua arah yaitu dengan 
menggunakan primer HMR_F dan HMD_R 10 pmol untuk melihat sekuen gen COI 
sepanjang 479 bp yang teramplifikasi dengan menggunakan metode Sanger 
sequencing (dideoxy sequencing). Konsentrasi DNA produk PCR minimal 50ng/μL 
untuk dapat dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing berupa grafik yang 
menyatakan kandungan adenin, timin, guanin dan sitosin yang terdapat pada 
fragmen DNA yang telah dilabel oleh ddNTPs. 
4.6.8 Analisa Data 
Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini kemudian dilakukan 
pembahasan secara kualitatif dengan mendeskripsikan kekerabatan antara 3 sampel 
buaya Senyulong di Predator Fun Park kota Batu Jawa Timur, satu sekuen gen COI 
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buaya Senyulong dari gen bank NCBI, buaya Gharial, dan buaya Irian yang juga 
dari gen bank NCBI melalui homologi gen dengan menggunakan software BioEdit® 
dan BLAST NCBI (dapat dilihat pada Gambar 4.1).  
Gambar 4.1 Homologi sekuen gen menggunakan BioEdit® (A) dan BLAST (B) 
(NCBI, 2018) 
 
Tahap analisis DNA dilakukan dengan penyejajaran sekuens DNA dengan 
membandingkan antara sampel B1, B2, dan B3 dengan database NCBI Genebank : 
AJ810455.1 (buaya Senyulong), NC_008241 (buaya Gharial), dan NC_015651 
(buaya Irian). Penyejajaran sekuens menggunakan algoritma ClustalW multiple 
A 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   31 
 
 
allignment. Analisis filogeni menggunakan perangkat lunak MEGA versi 7.026 
dengan metode bootstrapped Maximum Likelihood Tree (ML) memakai 1000 kali 
pengulangan. Hasil analisis program MEGA tersebut akan diperoleh matriks jarak 
genetik persamaan basa nukleotida (dapat dilihat pada Gambar 4.2).  
 
Gambar 4.2 Contoh penyejajaran sekuens gen menggunakan softwere BioEdit®  (A) 
dan pohon filogeni hasil analisa menggunakan softwere MEGA versi 
7.026 (B) (dokumentasi pribadi, 2018) 
A 
B 
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1. Isolasi DNA, Amplifikasi, dan Sekuensing Gen COI Buaya Senyulong 
 Analisa agen COI (Cytochrome Oxidase Subunit 1) buaya Senyulong 
(Tomistoma schlegelii) pada penelitian ini melalui beberapa tahapan yaitu isolasi, 
amplifikasi dan sekuensing. Keberhasilan masing-masing tahapan berpengaruh 
pada proses selanjutnya. Beberapa poin penting pada proses isolasi dan amplifikasi 
dapat dilihat dari uji kualitatif dan kuantitatif yaitu konsentrasi, kemurnian dan 
spesifisitas gen yang dihasilkan. Jika uji kualitatif dan kuantitatif pada tahap isolasi 
dan amplifikasi menunjukkan hasil yang kurang baik maka berpotensi menurunkan 
kualitas sekuensing sehingga hasil analisa memiliki validitas yang kurang baik. 
Salah satu parameter analisa dengan validitas baik yaitu dilihat dari hasil BLAST 
dan nilai bootstrap. Hasil dinyatakan memiliki validitas yang baik jika memiliki 
BLAST dengan nilai query cover dan ident diatas 90% serta bootstrap dengan nilai 
diatas 70% (Lemey, 2009).  
5.1.1 Isolasi DNA Buaya Senyulong 
Isolasi DNA dari sampel buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) berupa 
wholeblood dilakukan dengan menggunakan QIAamp® DNA Mini Kit (50) sesuai 
dengan protokol. Isolat DNA yang dihasilkan kemudian diuji secara kuantitatif 
menggunakan AE-Nano200 Nucleic Acid Analyzer® (nanophotometer) yang 
hasilnya dapat dilhat pada Tabel 5.1  Selain  itu isolat DNA diuji secara kualitatif 
menggunakan Elektroforesis agarose 1% yang dapat dilihat pada Gambar 5.1 
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Tabel 5.1 Konsentrasi dan Kemurnian Isolat DNA  Buaya Senyulong (Tomistoma 
schlegelii) 
 
 
 
 
Keterangan : B1=Petruk, B2=Jerry, B3=Aqua 
 
Hasil isolasi DNA dikatakan baik apabila didapatkan DNA yang murni dan 
utuh. Pengukuran konsentrasi DNA maupun penentuan kemurniannya merupakan 
suatu tahap yang sangat diperlukan dari serangkaian proses isolasi DNA. 
Konsentrasi DNA dapat dihitung secara akurat melalui penyerapan 
spektrofotometrik sinar ultraviolet (Siswanto, dkk., 2016). New England Biolabs  
(2018) merekomendasikan bahwa konsentrasi yang digunakan pada running PCR 
adalah 1pg-10 ng/50µL untuk DNA target yang relatif pendek. Berdasarkan hal 
tersebut, isolat DNA B1 (103,44  ng/µL=5.172 ng/50µL), B2 (167,01ng/µL=8.35 
ng/50µL), dan B3 (107,55 ng/µL=5.377 ng/50µL) memiliki konsentrasi yang baik 
untuk proses PCR karena lebih dari 10 ng/50µL. Metode yang sering digunakan 
untuk menentukan kemurnian DNA yaitu menggunakan rasio absorbansi pada 260 
dan 280 nm (A260nm/A280nm). Rasio dibawah 1,8 nm menunjukkan indikasi 
kontaminasi protein, sedangkan nilai yang lebih tinggi dari 2,0 nm menunjukkan 
kontaminasi RNA (Santella, 2006). Hasil uji kuantitatif isolat DNA sampel B1, B2, 
dan B3 pada tabel menunjukkan rasio absorbansi dibawah 1.8nm sehingga 
terindikasi adanya kontaminsi protein. Hal ini sesuai dengan Syahputra (2016) yang 
menyatakan bahwa tingkat kemurnian isolat DNA hasil isolasi metode kit memiliki 
Sam Sampel Konsentrasi 
(ng/µL) 
 
Kemurnian (nm) 
(Absorbansi 260/280) 
B1 103,44  ng/µL                 1,40 
B2 167,01 ng/µL   
 
                1,57 
B3 107,55 ng/µL 
 
                1,22 
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resiko kontaminasi yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan metode 
konvensional.  
Kontaminasi protein (contohnya casein hydrolysate) telah terbukti 
menghambat proses PCR. Beberapa hal yang dapat dilakukan untuk mengatasi hal 
ini yaitu dengan penambahan proteinase K pada saat isolasi (Demeke, 2010). Pada 
penelitian yang telah berlangsung tidak dilakukan penambahan proteinase K 
sebagai penghancur protein kontaminan. Proses PCR  tetap dilakukan tanpa 
perlakuan khusus dengan harapan konsentrasi DNA yang tinggi dapat memperkecil 
kemugkinan terjadinya hambatan pada PCR.  
 
Gambar 5.1  Isolat DNA total buaya Senyulong Agarose 1% 
Keterangan: M= marke 1 kb, B1=Petruk, B2=Jerry, B3=Aqua 
Hasil elektroforesis menunjukkan pita DNA yang terang dan berada diatas 
marker dengan pita DNA 10.000 bp. Hal tersebut menunjukkan konsentrasi isolat 
yang baik serta memiliki ukuran pada kisaran 16-18 kb (DNA mitokondria) dan 20-
50 kb  (DNA inti) (Meganathan, et al., 2011). 
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5.1.2 Amplifikasi Gen COI Buaya Senyulong 
Amplifikasi gen COI pada buaya Senyulong menggunakan primer yang 
didesain dari genebank NCBI reference sequence AJ810455.1 dan memiliki 
panjang target sekuens 479 bp (Tabel 5.2). Program PCR yang digunakan dapat 
dilihat pada Tabel 5.3.  Target sekuens gen COI menggunakan primer tersebut 
dapat dilihat pada Gambar 5.2. 
Tabel 5.2 Urutan Oligonukleotida Primer Gen COI Buaya Senyulong  
Primer Urutan Oligo Nukleotida Lokasi 
Penempelan 
(basa ke) 
Forward 
(HMD_F) 
5’-GCTTTTCTCCGCTTTCATCG-3’ 336-355 
Reverse 
(HMD_R) 
5’-CCCATATACCCGAATGGTTC-3’ 796-815 
Keterangan : Target sekuensing yaitu reverse-forward (815bp-336bp = 479 bp) 
 
Tabel 5.3 Program PCR untuk Amplifikasi gen COI Buaya Senyulong 
Kondisi Waktu Suhu 
Pradenaturasi 3 menit 94oC 
Denaturasi 30 detik 94oC 
Annealing 30 detik 50,3oC 
Ekstensi 1 menit 72oC 
Post Ekstensi 7 menit 72oC 
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Gambar 5.2 Target sekuens gen COI buaya Senyulong (genebank NCBI reference 
sequence AJ810455.1). Kuning: Primer forward, Abu-abu: Region 
of interest, dan Hijau: Primer referse. 
 
Proses PCR selama kurang lebih 90 menit menghasilkan produk yang 
selanjutnya melalui uji kualitatif elektroforesis agarose 1,7%. Hasil elektroforesis 
dapat dilihat pada Gambar 5.3.   
 
Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Produk PCR Konsentrasi Agarose 1,7% 
Keterangan : M= marker 100 bp, , B1=Petruk, B2=Jerry, B3=Aqua. 
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Hasil uji kualitatif tersebut menggambarkan keberhasilan proses PCR 
dengan produk yang dihasilkannya. Produk  PCR B1 menempati 462 bp, B2= 482 
bp, dan B3= 477 bp berdasarkan marker (Lampiran 4). Hal ini menunjukkan 
kesesuaian produk PCR dengan target berdasarkan desain primer yaitu berukuran 
479 bp dan siap untuk disekuensing.  
5.1.3 Sekuensing Gen COI Buaya Senyulong  
Semua produk PCR (B1, B2, dan B3) selanjutnya melalui tahap sekuensing 
dengan metode  Sanger sequencing (dideoxy sequencing) menggunakan Automatic 
DNA Sequencer (ABI 370A DNA sequencer). Pembacaan sekuens menggunakan 
softwere BioEdit® pada komputer sistem operasi Windows 10. Hasil sequensing 
DNA berupa grafik elektroferogram dan data berupa urutan basa hasil sekuensing 
dalam format FASTA (Lampiran 5). Hasil tersebut kemudian dilakukan BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) guna mengkalkulasi similaritas sekuens 
dengan database di NCBI. Hasil BLAST kemudian menjadi patokan atas 
keberhasilan atau kesesuaian sequensing (panjang sekuen yang dapat 
dibandingkan) (Madden, 2003). Sekuens menunjukkan kualitas baik dengan 
panjang basa yang dapat dibandingkan (Query cover) yaitu 94% (B1), 97% (B2), 
dan 98% (B3), serta memiliki presentasi identitas (ident) diatas 98% (Tabel 5.4 dan 
Lampiran 6). Hal ini sesuai dengan Wiley (2011), bahwa sekuens dengan Query 
cover dan ident pada kisaran 95% memiliki kualitas yang baik untuk dilakukan 
analisa.  
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Tabel 5.4 Query coverage dan ident sampel terhadap genbank AJ810455 
Sampel 
Panjang Basa 
(bp) 
Query coverage Ident 
B1 (Petruk) 454 94% 99% 
B2 (Jerry) 443 97% 98% 
B3 (Aqua) 454 98% 99% 
 
5.2. Analisa Sekuen Gen COI Buaya Senyulong 
5.2.1. Mutasi Genetik  
Hasil sekuensing dari ketiga sampel buaya Senyulong adalah sekitar 443 bp 
sampai dengan 454 bp dan panjang basa sekuensing untuk analisa yaitu 442 bp 
setelah melalui penyejajaran. Analisa data menggunakan softwere BioEdit® 
(Lampiran 7)  menunjukkan bahwa terdapat 143 situs bervariasi (mengalami 
subtsitusi basa/mutasi) (Tabel 5.5).  
Tabel 5.5 Karakteristik Mutasi pada Analisa Sekuens Gen COI Buaya Senyulong 
Sampel Jenis Mutasi Jumlah Total 
B1 Petruk 
Transisi 5 
8 Transversi 2 
Insersi 1 
B2 Jerry 
Transisi 5 
6 
Transversi 1 
B3 Aqua 
Transisi 5 
6 
Transversi 1 
G. gangeticus 
Transisi 41 
56 
Transversi 15 
C. novaeguineae 
Transisi 41 
67 
Transversi 26 
 143 
 
Terdapat 4 jenis mutasi pada proses duplikasi DNA, yaitu mutasi yang 
menyebabkan tergantinya purin (A,G) dengan purin atau pirimidin (C,T) dengan 
pirimidin (translasi), penggantian basa dari purin ke pirimidin atau sebaliknya 
(transversi), penambahan basa nukleotida (insersi), dan pengurangan basa 
nukleotida (delesi) (Lemey, 2009). Berdasarkan Tabel 5.5 dapat disimpulkan 
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bahwa terjadi substitusi basa atau  mutasi yang didominasi oleh tipe transisi. Mutasi 
tipe transisi yang terjadi pada sampel B1 Petruk yaitu sebanyak 63%, B2 Jerry 83%, 
dan B3 Aqua 83%. Selain itu, tipe mutasi transisi juga mendominasi sampel 
pembanding yaitu G.gangeticus sebanyak 73% dan C. novaeguineae sebanyak 
61%. Selebihnya hanya terdapat 17-39% tipe mutasi transversi pada sampel B1 
Petruk, B2 Jerry, dan B3 Aqua, serta terdapat satu tipe mutasi insersi (12,5%) pada 
sampel B1 Petruk. Tidak terdapat tipe mutasi delesi pada analisa sekuens tersebut. 
Hal ini sesuai dengan Habert et al., (2003) bahwa COI memiliki kelebihan dalam 
analisa karakteristik genetik karena sedikit sekali mengalami delesi dan insersi pada 
sekuen gennya serta banyak bagian yang bersifat conserve (lestari). Lynch and 
Jarrel (1993) dalam Herlina (2013) berpendapat bahwa perubahan basa pada triple 
kodon gen COI tidak disertai dengan perubahan asam amino (silent mutation). Sifat 
mutasi tersebut menguntungkan proses analisa gen COI karena resiko perubahan 
protein akibat mutasi dapat dikesampingkan.  
5.2.2. Gen COI dalam Analisa Kekerabatan Buaya Senyulong 
Intraspesies dan Interspesies 
Analisa filogenetik berkaitan erat dengan peristiwa evolusi biologis. 
Evolusi adalah proses gradual suatu organisme yag memungkinkan spesies 
sederhana menjadi lebih kompleks. Keturunan suatu organisme akan memiliki 
perbedaan dengan nenek moyangnya sebab mengalami proses evolusi. Selain 
mempelajari tentang evolusi, analisa filogenetik dapat digunakan untuk 
mempelajari variasi dan diferensiasi genetik antar populasi dengan menghitung 
jarak genetik dari jumlah perbedaan basa polimorfik suatu lokus gen berdasarkan 
urutan DNA. Perhitungan jarak genetik menggunakan metode Pairwise Distance 
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pada penelitian ini ditunjukkan pada Tabel 5.6.  Analisis filogenetik biasanya juga 
direpresentasikan sebagai sistem percabangan seperti diagram pohon yang dikenal 
sebagai pohon filogenetik (Brinkman and Leipe, 2001). Pohon filogenetik dapat 
dibuat menggunakan software MEGA versi 7.026. Metode yang digunakan untuk 
mendesain pohon filigenetik adalah Maximum Likelihood Tree dengan repliasi 
bootstrap 1000× yang hasilnya ditunjukkan pada Gambar 5.4.  
Tabel 5.6 Persentase Data Perhitungan Pairwise Distance (Genetic distance/Jarak genetik) 
 1 2 3 4 5 6 
1. T. schlegelii       
2. B1 Petruk 0.020      
3. B2 Jerry 0.016 0.011     
4. B3 Aqua 0.014 0.011 0.007    
5. G. gangeticus 0.130 0.143 0.136 0.139   
6. C. novaegineae 0.157 0.164 0.157 0.157 0.166  
 
Keterangan :  = Intraspesies 
  
 = Interspesies 
 
 Hasil Pairwise Distance pada Tabel 5.6 memperlihatkan jarak genetik 
secara intraspesies maupun interspesies. Jarak genetik yang diperlihatkan oleh 
sampel B1 Petruk, B2 Jerry, dan B3 Aqua terhadap sampel referensi T. schlegelii  
memiliki nilai ≤ 2%. Secara rinci dapat dilihat pula jarak genetik terdekat pada 
sampel B2 Jerry dan B3 Aqua dengan nilai 0,7%.  Avise (2000) dalam Habert 
(2003) menyebutkan bahwa jarak genetik intraspesies pada DNA mitokondria  
sangat jarang sekali bernilai lebih dari 2%. Berdasarkan hal tersebut dapat 
dikatakan bahwa sampel B1 Petruk, B2 Jerry, dan B3 Aqua memiliki hubungan 
intraspesies terhadap sampel referensi T.schlegelii AJ810455. Hubungan 
interspesies dapat terlihat jika sampel B1 petruk, B2 Jerry, B3 Aqua, dan T. 
schlegelii AJ810455 dibandingkan dengan sampel referensi G. gangeticus 
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accession number NC_008241 yang bernilai 13% sampai 14,3%, serta dapat pula 
terlihat jika dibandingkan dengan sampel referensi C. novaeguineae accession 
number NC_015651 yaitu bernilai 15,7% sampai 16,4%.  
 Berdasarkan keterangan diatas jelas bahwa gen COI pada buaya Senyulong 
dapat digunakan sebagai parameter analisa kekerabatan baik intraspesies maupun 
interspesies. Gen COI pada hasil Pairwise Distance Tabel 5.6 juga memperlihatkan 
bahwa buaya Senyolong (sampel B1 Petruk, B2 Jerry, B3 Aqua, dan T. schlegelii 
AJ810455) lebih dekat dengan familia Gavialidae (sampel referensi  G. gangeticus) 
dengan jarak genetik 13%-14,3% daripada Crocodilidae (sampel referensi 
C.novaeguineae) dengan jarak genetik 15,7%-16,6%. Jarak genetik tersebut juga 
digambarkan dalam pohon filogenetik pada Gambar 5.4.  
 
Gambar 5.4 Pohon filogenetik buaya Senyulong menggunakan metode Maximum 
Likelihood Tree dengan repliasi bootstrap 1000× 
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Maximum Likelihood Tree  merupakan metode yang umum digunakan untuk 
mengkonstruksi pohon filogenetik berbasis metode jarak (distance method). 
Kombinasi Maximum Likelihood Tree dengan analisis bootstrap dapat menjadi 
pilihan untuk mengevaluasi pohon filogenetik berbasis jarak. Maximum Likelihood 
Tree memilih sekuen yang jika digabungkan akan memberi estimasi terbaik dari 
panjang cabang yang paling dekat merefleksikan jarak yang nyata diantara sekuen 
(Dharmayanti, 2011).   
Bootstrap adalah prosedur statistika yang melakukan sampling dari sebuah 
populasi yang dikerjakan dengan cara resampling dari sampel. Metode bootstrap 
merupakan resample data yang secara acak memilih kolom vertikal dari sekuen 
untuk menghasilkan penyejajaran baru dengan panjang yang sama. Masing masing 
kolom digunkan lebih dari satu kali dan beberapa kolom mungkin tidak digunakan 
pada semua penyejajaran yang baru. Sebagai contoh validitas penyusunan cabang 
dalam prediksi pohon filogenetik dapat diuji dengan resampled dari kolom dalam 
multiple sequence alignment untuk membentuk beberapa penyejajaran baru 
(Dharmayanti, 2011). 
Pohon filogenetik pada Gambar 5.4 menunjukkan kualitas yang baik karena 
memiliki nilai bootstrap diatas 97%. Hal ini menandakan kestabilan pohon filogeni 
dalam pembentukan kelompok (clade). Sesuai dengan Osawa et,al., (2004) dalam 
Wirdateti (2016), bahwa nilai bootstrap dikatakan stabil jika nilainya berada di atas 
95% dan dikatakan tidak stabil jika nilainya berada di bawah 70%.    
Berdasarkan pohon filogeni tersebut diketahui bahwa ketiga sampel buaya 
Senyulong (B1 petruk, B2 Jerry, dan B3 Aqua) berada dalam satu clade (kelompok) 
dengan jarak genetik 0,011=1,1% (B1 Petruk terhadap B3 Aqua), 0,014=1,4% (B1 
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Petruk terhadap B2 Jerry), dan 0,007=0,7% (B3 Aqua terhadap B2 Jerry). Jika 
sampel buaya Senyulong (B1 petruk, B2 Jerry, dan B3 Aqua) dibandingkan dengan 
referensi T. schlegelii AJ810455 maka masih dapat dikatakan ingroup (grup yang 
sama) karena memiliki common ancestor (nenek moyang yang sama). Tampak pula 
kedudukan sistergroup jika sampel buaya Senyulong dan sampel referensi T. 
schlegelii AJ810455 dibandingkan dengan sampel referensi G.gangeticus dengan 
jarak geneti berkisar 0,149-0,165. Sampel referensi C.novaeguineae dapat 
dikatakan outgroup (grup berbeda) karena memiliki jarak yang cukup jauh dan 
memiliki common ancestor yang berbeda dengan kelima sampel lainnya. Pohon 
filogeni ini sesuai dengan Tabel 5.6 yang juga menunjukkan bahwa buaya 
Senyulong (sampel B1 petruk, B2 Jerry, B3 Aqua, dan T. schlegelii AJ810455) 
cenderung lebih dekat dengan buaya Gharial (sampel referensi G. Gangeticus) dari 
familia Gavialidae dan memiliki jarak genetik yang lebih jauh dengan buaya Irian 
(sampel C. novaeguineae)  dari familia Crocodylidae. Hal ini sesuai dengan Willis,  
et al., (2007) dan Janke, et al., (2005) yang menyatakan bahwa buaya Senyulong 
jika dilihat secara molekuler lebih dekat dengan familia Gavialidae daripada familia 
Crocodylidae. 
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BAB 6 PENUTUP 
6.1 Kesimpulan  
Kekerabatan buaya Senyulong (Tomistoma schlegelii) yang berada di 
Predator Fun Park (PFP) kota Batu Jawa Timur berhasil dideskripsikan berdasarkan 
Gen COI (Cytochrome C oxidase subunit 1) secara intraspesies maupun 
interspesies. Jarak genetik intraspesies sampel buaya Senyulong yang dibandingkan 
dengan sekuen gen COI buaya Senyulong database NCBI bernilai sama atau 
kurang dari 2%. Jarak genetik interspesies yang dibandingkan dengan buaya 
Gharial (Gavialis gangeticus) familia Gavialidae bernilai 13% sampai 14,3%, 
sedangkan jika dibandingkan dengan buaya Irian (Crocodylus novaeguineae) 
familia Crocodylidae bernilai 15,7% sampai 16,4%. 
6.2 Saran 
 Perlu penelitian lebih lanjut mengenai gen COI pada buaya Senyulong 
(Tomistoma schlegelii)  mengenai standar keragaman genetik (genetic diversity) 
maupun jarak genetik (genetic distance) mengingat minimnya informasi mengenai 
hal tersebut.  
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Lampiran 1. Tahapan Penelitian 
 
 
 
 
 
 
3 ekor Senyulong (2 jantan dan1 betina) 
 
Sampel darah (sinus post-cranial dan sinus 
caudo-ventral) 
Isolasi DNA (Kit 
Isolasi DNA) 
Uji Kualitas 
(Elektroforesis) 
 
Amplifikasi DNA 
secara in vitro (PCR) 
Produk PCR 
Primer forward (HMD_F)                                  
5’-GCTTTTCTCCGCTTTCATCG-3’      
Primer Referse (HMD_R)                                   
5’- CCCATATACCCGAATGGTTC-3’                      
Target gen: 479 bp 
Uji Kualitas 
(Elektroforesis) 
Purifikasi Produk 
Sekuensing DNA 
Analisa Sekuens 
 
Uji Kualitas 
(Elektroforesis) 
dan kuantitas 
(nanophotometer) 
1 hari 
2 hari 
 15 hari 
 1 hari 
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Lampiran 2. Protokol Isolasi DNA 
 
        - Ditambahkan 20 µL ke dalam microcentrifuge tube 1,5 mL 
        -Dimasukkan sampel sebanyak 20 µL 
        -Ditambahkan 20 µL Qiagen protease 
        -Ditambahkan PBS hingga 300 µL 
        -Ditambahkan AL sebanyak 200 µL, kemudian divortex 15 detik dan 
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 56°C 
        -Ditambahkan 200 µL etanol (96-100%), kemudian divortex 15 detik 
        -Dituangkan ke spin collum yang terpasang pada collection tube 
        -Disentrifus selama 1 menit kecepatan 8000 rpm, kemudian pindahkan pada 
collection tube yang baru 
        -Ditambahkan 500 µL AW1, kemudian disentrifus selama 1 menit kecepatan 
8000 rpm dan dipindahkan ke collection tube baru 
        -Ditambahkan 500 µL AW2, kemudian disentrifus selama 6 menit kecepatan 
13.500 rpm dan dituang ke dalam microtube 
        -Ditambahkan 100 µL AE dan tunggu selama 1 menit pada suhu ruang 
        - Disentrifus selama 1 menit kecepatan 8000 rpm 
       Hasil 
 
Lampiran 3. Desain Primer 
a. Dibuka Halaman NCBI (http://www.ncbi.nih.gov ) sehingga muncul tampilan 
seperti berikut : 
  
 
Qiagen protease 
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b. Dipilih ‘Nucleotide’ kemudian diisikan kata kunci pada pencarian 
(Tomistoma schlegelii partial mitochondrion). Klik search hingga muncul 
tampilan sebagai berikut: 
 
c. Lakukan pencarian (ctrl+F) “COI” 
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d. Klik kanan link COI yang tersedia lalu pilih “open link in new tab” lalu klik 
FASTA, maka urutan basa gen COI dapat di copy 
 
e. Dibuka website Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi 
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). 
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f. Sekuens DNA dari Fasta NCBI yang telah copy selanjutnya dipaste di lokasi 
paste souce sequence below seperti tampilan berikut dan diklik ikon Pick 
Primer. Sebelum langkah diatas, tersedia pula kolom General setting untuk 
mengatur pencarian primer berdasarkan panjang primer, Tm, %GC, dan lain 
sebagainya sesuai kebutuhan.  
  
g. Klik pick primer lalu muncul sebagai berikut 
 
Desain primer dilakukan sendiri hingga ditemukan primer forward dan reverse. 
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Lampiran 4 Perhitungan panjang basa (basepair) hasil PCR berdasarkan marker 
DNA 100bp 
 
Lampiran 5. Elektropherogran dan format FASTA hasil sekuens buaya Senyulong 
 
a. Sekuen B1 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   56 
 
 
 
b. Sekuen B2  
 
 
c. Sekuen B3 
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Lampiran 6. Hasil BLAST Sekuens B1, B2, dan B3 
a. BLAST B1 
 
b. BLAST B2 
 
 
 
 
c. BLAST B3  
 
 
Lampiran 7 Sequence Alignment 
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Lampiran 8 Laik Etik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
